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(57) Abstract 

The invention concerns a process for detecting a predisposition to juvemle glaucoma in a person, the process being ^ctenz«l 
in that microsate.lite markers associated with the occurrence of juvenile glaucoma , in person's «^ 
sample taken from said person. These markers are afm350yhl. afml22xa3. ngal. afm2l. afm248wg5, afm278ye5. afm2l2xbl0, afml57xe7 
and NGA5 of chromosome Iq2lq3l. 
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DEPISTAGE DU GLAUCOME IUVENILE 

La presente invention concerne notamment le depistage 
familial de la predisposition au glaucome juvenile ainsi que la possibility de 
mettre en evidence le gene responsable de cette affection. 

Le glaucome juvenile qui touche pres de 100 000 personnes en 
France y constitue une des principales causes de cecite. 

Comme son nom rindique, Les premiers symptomes se 
manifestent souvent avant 40 ans par une diminution du champ visuel. Cette 
affection indolore et devolution tres progressive est souvent meconnue par 
le patient et n'est mise en evidence qu'a un stade avance, souvent 
irreversible ou elle evoluera vers la cecite. 

Ce glaucome juvenile provient de la combinaison d'une 
hypertension oculaire et d'une lesion du nerf optique. Actuellement des 
traitements efficaces existent, notamment medicaux et chirurgicaux, qui 
permettent de stopper la maladie ou d'en ralentir revolution. Toutefois, ces 
traitements ne sont tres efficaces que Iorque le glaucome est depiste a un 
stade precoce, les depistages tardifs conduisent a des chirurgies lourdes qui 
peuvent laisser des handicaps. 

Depuis quelques annees, on a pu mettre en evidence le role 
majeur des facteurs genetiques dans la survenue du glaucome junvenile. II 
est maintenant certain qu'il s'agit dans la plupart des cas d'une maladie 
transmise sur le mode mendelien simple dominant; le gene en cause etant 
situe sur le bras long du chromosome 1 . 

C'est-a-dire que le glaucome juvenile est lie a la presence sur 
le chromosome 1 d'un gene particulier ou d'une structure particuliere dont 
lu presence d'une seule copie suffit pour la survenue de la maladie. 

II est done necessaire, pour le depistage precoce de la maladie, 
de determiner si ce gene est ou non present chez le patient. Actuellement, 
on connait la region ou se situe le gene que Ton nomme "locus de 
susceptibilite" mais pas sa position exacte ni sa structure. Un "locus de 
susceptibilite" peut comporter de Tordre de 10 millions de bases, ce qui rend 
evidemment la localisation tres compliquee d'autant que Ton ignore tout sur 
la structure du gene. II n'est done pas possible de mettre en evidence 
directement la presence du gene en cause, e'est pourquot on doit avoir 
recours a un diagnostic mettant en oeuvre la technique des 
"microsatellites" . 
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Le chromosome compone des sequences qui sont tres 
polymorphes, c'est-a-drre qu'elles ont des compositions differentes selon les 
mdividus bien qu'etant situees au meme endroit sur le chromosome, ces 
zones sont denommees "microsatellites " et font l'objet de nombreuses 
publications. 

Dans le cas d'une affection de type familial et de caractere 
dominant, il est possible d'etudier la correlation de la survemui du ^aiLcame 
juvenile avec un allele d'un marqueur microsatellite determine. Pour un 
taux de correlation eleve, on pourra considerer que la presence de l'allele 
du microsatellite est un indice de la presence du gene morbide. 

Ces microsatellites etant situes au meme endroit, on peut 
envisager de mettre en evidence la presence d'un microsatellite pamculier 
qui serait lie au gene que Ton recherche. 

II est done necessaire d'etudier la famille du patient et de 
disposer de son "histoire", c'est-a-dire d'avoir pour chaque individu de la 
famille etudiee a la fois la presence de la maladie et la presence d'un 
marqueur specifique, en fait allele d'un microsatellite, qui soic 
necessairement ou tres probablement associe a la maladie. 

Si la famille est suffisamment nombreuse, on pourra 
determiner quels sont les marqueurs qui sont statistiquement le plus 
souvent present lorsque la maladie est detectee . 

Le taux maximum de correlation est obtenu pour un marqueur 
microsatellite qui est situe tres pres du gene en cause. En effet, dans ce cas, 
ces deux portions du chromosome sont transmises telles quelles a la 
descendance, par contre, si le marqueur est plus eioigne il peut se trouver 
separe du gene lors de la transmission ("crossing over") et sa presence 
n'est plus necessairement associee a la presence du gene defectueux. 

II est done necessaire de comprendre que la mise en evidence 
d'un marqueur microsatellite chez un individu quelconque n'a pas, en 
principe de signification. En effet, en l'absence d'heredite paruculiere, ce 
marqueur ne presente souvent aucun mteret et U faut egalement 
comprendre que meme lorsque l'histoire famiHalc fan apparaitre un 
glaucome juvenile hereditaire, la presence du marqueur familial d'une 
autre famille n'est pas necessairement deterrmnante pour predire 
fappariiion de la maladie. 11 est necessaire de refaire des etudes de 
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correlation, meme si iorsque les families sont tres proches (meme region) et 
raeme en l'absence d'ancetres communs connus, le marqueur peut dans 
certains cas etre discriminant (desequilibre de liaison entre le marqueur et 
la maladie). 

C'est pourquoi la presente invention concerne un procede de 
depistage d'une predisposition au glaucome juvenile chez un patient, 
caracterise en ce que Ton detecte, dans un prelevement biologique chez 
ledit patient, la presence d'un marqueur microsatellite lie avec la survenue 
du glaucome juvenile dans sa famille, le marqueur microsatellite etant 
choisi parmi les marqueurs afm350yhl, afml22xa3, ngal, afm21, afm248wg5, 
afm278ye5, afm212xbl0, afml57\e7 et NGA5 du chromosome Iq21q31. 

De fa<;on plus precise, le marqueur microsatellite detecte est 
de preference situe dans le locus correspondant a la region situee entre le 
marqueur afm248wg5 et afm212\bl0. 

Les techniques mises en oeuvre pour detecter la presence des 
marqueurs sont connues; il peut s'agir d'une detection en direct grace a une 
sonde complementaire du marqueur, mais on utilisera, de preference, les 
methodes mettant en oeuvre une amplification de la sequence marqueur par 
exemple par des methodes de type PCR (Polymerase Chain Reaction) a Taide 
d'amorces dont Tune est marquee par un fluorochrome. 

Afin de simplifier la detection des differents marqueurs en 
cause, il est possible d'utiliser la PCR "multiplex". Le principe est de realiser 
plusieurs reactions de PCR simultanement a partir d'un meme echantillon 
d'ADN genomique. L'interet est d'economiser les reactifs ainsi que l'ADN a 
t\per, et de reduire le risque d'erreur en diminuant le nombre de 
manipulations. 

Dans ce but, les combinaisons de paires d'amorces sont testees 
deux a deux. Puis, si les resultats le permettent, une troisieme paire sera 
introduite et ainsi de suite. 

Comme cela a ete indique precedemment, la presence de ce 
marqueur microsatellite n'indique qu'une predisposition a la survenue du 
glaucome juvenile et ceci Iorsque l'histoire familiale ayant ete analysee, il a 
ete fait un lien entre la presence de ccs marqueurs et la survenue du 
glaucome juvenile. 
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La presente invention concerne egalement la sequence d'ADN 
situee entre le locus comportant le marqueur afml22xa3 et afm212xblO, de 
preference afml22xa3 et NGA5, laquelle partie est liee au systeme du 
glaucome juvenile. 

En effet, grace aux developpements precedents, il est possible 
de localiser le gene mis en cause dans le glaucome juvenile. 

La caracterisation des hapLotypes recombinants au s&tn de 
grandes families, grace aux marqueurs microsatellites decrits ci-dessus, 
permet d'ordonner les marqueurs les uns par rapport aux autres. Chez les 
sujets glaucomateux, ces haplotypes recombinants permettent de mieux 
cerner la region chromosomique contenant le gene morbide. Une region de 
trois centiMorgans a ete ainsi definie (figure 1). La figure 2 represente une 
carte plus detaillee de la region D1S210 - L854B9 dans laquelle est situe le 
gene de susceptibilite au glaucome juvenile. 

Les marqueurs ainsi decrits ont permis d'identifier des clones 
de chromosome artificiels de levure couvrant la region. 25 YAC couvram 
une distance maximale de 3 Mbases definissent ainsi un chemin de premier 
niveau. 

II est alors possible d'isoler le gene par : 
recherche simultanee de nouveaux marqueurs polymorphes et de 
nouveaux haplotypes recombinants qui permettront de retrecir encore 
la region contenant le gene, 

recherche directe de genes par plusieurs methodes : 
. selection de transcnts par hybridation 
. piegeage d'exons 

. sequences phylogenetiquement consenees 
. ilots CpG 

. expansion de triplets 

Enfin, le genotypage deem permettra d'identifier des families 
ou le gene du glaucome localise sur le chromosome 1 n'est pas implique, 
ouvrant la voie a la localisation d'autres genes predisposant au glaucome en 
d'autres endroits du genome. 

D'autres caracteristiques et modalues de mise en oeuvre du 
procede pourront etre deduits de la lecture de l'exemple qui suit. 
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Exemple 

Methode de typage de I'ADN genomique humain avec 
9 marqueurs microsatellites de la region Iq21q31. 

A) L'ADN est extrait du sang veineux peripherique apres lyse cellulaire, 
digestion proteique, partition organique et finalement precipitation 
alcoolique. 

Le sang (20 ml) est preleve par ponction veineuse peripherique sur un 
tube contenant de l'EDTA. 

II est dilue avec un volume d'eau bidistillee. Apres 10 minutes, les 
cellules sont collectees par centrifugation a 1600 g pendant 10 minutes. 
Cette manipulation est repetee. 

Les cellules blanches sont lysees en presence de 20 ml de tampon CLB 
(Tris 10 mM pH 7.6, 5 mM MgCl 2 , sucrose 0.32 M, Triton X-100 1% (v/v). 
Les noyaux sont collectes par centrifugation a 1600 g pendant 10 
minutes. Cette manipulation est repetee. 

Les noyaux sont laves une fois dans le tampon RSB (Tris 10 mM pH 8, 
NaCl 10 mM, EDTA 10 mM). Le culot est resuspendu dans 2 ml de tampon 
RSB auquel est ajoute du lauryl sulfate de sodium ( 1 %)et la proteinase K 
(200 ng/ml). Le melange est incube a 55 3 C pendant au moins 3 heures 
et regulierement agite. 

Ln solution d'ADN ainsi obtenue est ensuite extraite avec un volume de 
phenol equilibre avec un tampon 50 mM Tris pH 8. Cette operation est 
repetee et completee par une extration avec un volume de 
chloroforme/aicoot isoamylique (24:1 v/v). 

L'ADN est precipite avec un volume d'isopropanol, rince a l'ethanol 
(70 %), seche et enfin resuspendu dans 1 ml de tampon TE (Tris 10 mM 
pH 8, EDTA 0.5 mM). La concentration dADN est evaluee par mesure de 
l'absorbance a 260 mm en utilisant l'equivalence de 50 ng/ml d'ADN 
pour une unite d'absorbance. La concentration d'ADN est alors ajustee 
a 200 ng/ml. 

B) Amplification de I'ADN genomique pour les marqueurs microsatellites 
fiuorescents. 

Neuf microsatellites sont utilises pour determiner les haplotypes 
associes a la region lq2 1 q3 1 sur le bras long du chromosome 1. Leur 
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hste avec la description des amorces (sequence et addition d'un 
fluorochrome) est donnee dans le tableau 1. 

Les conditions d'amplification communes a ces marqueurs sont les 



suivantes : 
5 Melange reactionnel : 

. ADN genomique (200 ng/ml) 1 

. nucleotides triphosphate (chacun 1,25 mM) 4 yi 

. amorces (chacune 10 picomoles/^1) 2 x 1 nl 

. Taq DNA polymerase TM (5 U/>1) 0,05 \il 

10 . tampon de PCR 10 fois concentre 2 .5 yl 

. H 2 0, qsp 25 yl 



Composition du tampon de PCR 10 x : Tris 0.1 M pH 8.3 (a 20° C), KCI 0.5 
M, Mg Cb 15 mM, gelatine (Sigma™ G2500) 1 mg/ml. 

Pour l'amplification du marqueur ngal, l'anticorps TaqStartTM 
15 (Clontech) est ajoute a la concentration finale de 0.056 nM (soit un 

rapport molaire anticorps/enzyme de 28:1). 

L'amplification est realisee dans un thermocycleur TechneTM PHC-3 
avec couvercle chauffant. Apres un chauffage a 94° C pendant 
5 minutes, 30 cycles sont effectues. Chaque cycle comprend 2 segments 
2o dune minute chacun a ^55 3 C et 94° C successivement. Un segment final 

d'elongation de 2 minutes a 72° C termine l'amplification. 
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Tableau. Liste des marqueurs microsatellites utilises pour haplotyper la 
region du gene du glaucome juvenile sur le chromosome Iq21q31. 



MARQUEUR 

(taille en pb) 


SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE 

des AMORCES (amont puis aval) 


afm3 5 0yhl 

{189 bp) 


JOE- 5 ' -TCTTCCCACCACTGCC 
5 ' -TGTATTCCTACTGCCCA 


afml22xa3 

(D1S210) (121 pb) 


FITC-5 ' - CCTCAGTTCATTCCCATAA 
5 ' -AGCTGAATCTCACCCAATAACTA 


ngal 

(200 bp) 


5'-JOE CCAACTGAGAATTCTATATTTAACC 
5'-TCTGGTAGGGCAGATCTGCTAGAA 


af m2 1 

(121 bpN) 


JOE-5 ' -CCTTCCTTTCTAAGGCTG 
5 ' - TCTTATCAGTC AGGC A 


af ni2 4 8wg5 

(D1S452) (223 pb) 


FITC-5 ' -TAATGGGTTCAGTGGACCTT 
5 ' - TGCAGTTCC ATATTCCAGGT 


af m27 Bye5 

(240 bp) 


JOE-5 ' -TGAGCCGAGATTGAGCC 
5 ' - CCAGGTCAGAGATGTTGG 


af m2 12xbl0 

(D1S242) (219 bp) 


5'-TAMRA-TCTACCACTTGAATTCCTGT 
5 ' - ACC ACTCC AG 111 G AGC AAC 


af ml57xe7 

(D1S218) (274 pb) 


5 1 -FAM-TGTAAAAGCAAACTGTAGACGAT 
5 ' -TTTATGTTATCACCAAGGCTTCT 


NGA5 (L854B9) 


CTGAAACTGAGATAGGAGTGC 
GAAATGGGAGTTGAGTTACCC 
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Les produits d'amplification (2 nl) d'un meme individu sont rassembles. 
coprecipites a l'ethanol (2.5 volumes, 2 heures a -20° C) et mis a migrer 
sur une meme piste de gel d'acrylamide (6 %) - uree (8M), apres 
resuspension dans un tampon de charge (formamide 2 nl, 0.5 nl Bleu 
ABI™, 0.5 pi GeneScan 2500 Rox, 1 nl H 2 0) et apres denaturation 
thermique. 

L'electrophorese est realisee dans sequenceur auiomatvque Aitt 373, 
sous une puissance de 30 Watts pendant huit heures, le faisceau laser 
etant place a une hauteur de 24 cm. 

Les donnees brutes sont analysees avec le logiciel GeneScan Analysis 
(ABI). Les pics de fluorescence sont identifies avec le logiciel 
Genotyper (ABI), permettant ainsi d'assigner les alleles des marqueurs 
microsatellites. 
C) Interpretation des resultats. 

Ces resultats de typage sont interpreted en fonction du contexte : 

- dans une famille ou un haplotype de susceptibilite pour le glaucome 
associe cette region du chromosome 1 a deja ete caracterise, la 
comparaison des alleles de l'echantillon teste a\ec ceux de I'haplotype 
familial permet de facon simple de determiner la presence ou 1'absence 
du gene de susceptibilite. En l'etat actuel des connaissances, la presence 
de ce dernier confere un risque de developper la maladie qui est estime 
a 80 %. En son absence, le risque rejoint celui de la population generaJe 
( 1 a 2 % selon les etudes epidemiologiques). 

- dans une famille ou un haplot> pe de susceptibilite pour le gene du 
glaucome associe a cette region du chromosome 1 n'a pas ete deja 
caracterise, la vraisemblance de la presence du gene de la maladie est 
estimee a l'aide du logiciel LINKAGE. 

Les resultats observes sur differentes families ont demontre l'excellent 
caractere predictif des marqueurs mis en oeuvre. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 



5 CO DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE MEDICALE 

CINSERM) 
CB) RUE: 101 RUE DE TOLBIAC 
CO VILLE: PARIS 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: DE PI STAGE DU GLAUCOME JUVENILE 

15 (Ui) NOMBRE DE SEQUENCES: 18 

(\v) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
CB) ORDINATEUR: MACINTOSH APPLE 
20 CO SYSTEME D ' EXPLOITATION: MAC-OS SYSTEME 7 

CD) LOGICIEL: WORD PERFECT VERSION 2.0 



C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 



ZD 



CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

CA) LONGUEUR: 16 paires de bases 

CB) TYPE: nucleotide 

CO NOMBRE DE BRINS: simple 
M) CD) CONFIGURATION: Uneaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
A MONT" afm350yhl 

35 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
TCTTCCCACC ACTGCC 16 
-K) CO INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

CA) LONGUEUR: 17 paires de bases 

CB) TYPE : nucleotide 

45 CO NOMBRE DE BRINS: simple 

CD) CONFIGURATION: Uneaire 



Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
50 AVAL" afm350yhl 
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Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
TGTATTCCTA CTGCCCA 17 

5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 
10 CB) TYPE: nucleotide 

CO N OMBRE DE BRINS : simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
15 CA) DESCRIPTION : /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 

AMONT" afml22xa3 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

20 CCTCAGTTCA TTCCCATAA 19 

C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 CA) LONGUEUR: 23 paires de bases 

CB) TYPE: nucleotide 
(O N OMBRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

30 Cii) T^ p E DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
AVAL " afml22xa3 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 4: 

*5 

AGCTGAATCT CACCCAATAA CTA 23 
C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

-40 Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

CA) LONGUEUR: 25 paires de bases 

CB) TYPE: nucleotide 

(O NOMBRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

45 

CU) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
AMONT" ngal 

50 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

CCAACTGAGA ATTCTATATT TAACC 25 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
CO NOMBRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: 1 meat re 

TO CiO ^fPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 

AVAL " ngal 



15 



Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
TCTGGTAGGG CAGATCTGCT AGAA 24 
C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

20 CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

CA) LONGUEUR: 18 paires de bases 

CB) TYPE : nucleotide 

CO NOMBRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: Uneaire 

25 

Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
AMONT" afm21 

3i) Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

CCTTCCTTTC TAAGGCTG 18 
C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

35 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

CA) LONGUEUR: 16 paires de bases 

CB) TYPE: nucleotide 

CO NOMBRE DE BRINS: simple 
-10 CD) CONFIGURATION: lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
AVAL" afm21 
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Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
TCTTATCAGT CAGGCA 16 



50 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
5 (B) TYPE: nucleotide 

(C) N OMBRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleiqu e 
10 CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORTT KuTttUI lUllJUb" 

A MONT" afm248wg5 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

15 TAATGGGTTC AGTGGACCTT 20 

C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

CB) TYPE: nucleotide 

CC) N OMBRE DE BRINS: simple 

CD) CONFIGURATION: lineaire 

25 C^O TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
AVAL " afm248wg5 
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Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
TGCAGTTCCA TATTCCAGGT 20 
C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO; 11: 

35 CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

CA) LONGUEUR: 17 paires de bases 

CB) TYPE: nucleotide 

CC) NOMBRE DE BRINS: simple 

CD) CONFIGURATION: lineaire 

43 

Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
A MONT" afm278ye5 

-45 Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

TGAGCCGAGA TTGAGCC 1? 
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C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

CA) LONGUEUR: 18 paires de bases 
5 CB) TYPE: nucleotide 

CO N OMBRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
10 CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" NUCLb'O llDrQUE" 

AVAL " afm278ye5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 12: 

15 CCAGGTCAGA GATGTTGG 18 

C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 CA) LONGUEUR: 20 paires de bases 

CB) TYPE: nucleotide 

CC) NOMBRE DE BRINS: simple 

CD) CONFIGURATION: lineaire 

25 Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
AMONT" afm212xbl0 



Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
TCTACCACTT GAATTCCTGT 20 
C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

CA) LONGUEUR: 20 paires de bases 

CB) TYPE: nucleotide 

CC) NOMBRE DE BRINS: simple 

CD) CONFIGURATION: lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
AVAL" afm2l2xbl0 

45 C*0 DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
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ACCACTCCAG TTTGAGCAAC 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(D CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 
CB) TYPE: nucleotide 
(C) N OMBRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

GO TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTTDIQUE 
AMONT" afml57xe7 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 15: 

TGTAAAAGCA AACTGTAGAC GAT 23 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
2Q (A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) N OMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
AVAL " afml57xe7 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
TTTATGTTAT CACCAAGGCT TCT 23 
C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

CA) LONGUEUR: 21 paires de bases 

CB) TYPE: nucleotide 

CC) NOMBRE DE BRINS: simple 

CD) CONFIGURATION: lineaire 

Cn) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

CA) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 
AMONT" NGA5 

45 Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 

CTGAAACTGA GATAGGAGTG C 21 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: IS: 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
CB) TYPE: nucleotide 
CO NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: Hneaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE NUCLEOTIDIQUE 

AVAL " NGA5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 



GAAATGGGAG TTGAGTTACC C 
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RFVENDICATIONS 

1. Procede de depistage d'une predisposition au glaucome juvenile chez 
un individu, caracterise en ce qu'on caracterise dans un preievement 
biologique chez iedit individu, des marqueurs microsatellites lies avec 
la survenue du glaucome juvenile dans sa famille, les marqueurs 
microsatellites etant afm3 50yhl, afmlZZxa3, ngjl , afm?1 , a£m2,4&wg^ 
afm278ye5, afm212xblO t afml57xe7 et NGA5 du chromosome Iq21q31. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le marqueur 
est situe sur le locus correspondant a la region situee entre le 
marqueur afm248wg5 et afm212 xblO. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que la 
presence dudit marqueur est detectee par amplification de la zone du 
marqueur. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que 
l'amplificauon est effectuee par PGR. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'on utilise une 
amplification PCR multiplex. 

6. Sequence ADN situee entre le locus correspondant au marqueur 
afml22xa3 et afm 2l2xblO et liee a la survenue du glaucome juvenile. 

7. Sequence ADN selon la revendication G, caracterisee en ce qu'elle est 
situee entre le marqueur afml22xa3 et NGA5. 
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